业已证实，急性髓系白血病（AML）患者获得完全缓解（CR）可显著延长生存[@b1]。2001年Sievers等[@b2]首次提出AML患者首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度值得关注。随后不少学者进行研究，根据中性粒细胞绝对计数（ANC）和PLT将骨髓无白血病状态分为①CR：骨髓无白血病状态伴ANC和PLT均恢复；②CRp：骨髓无白血病状态伴PLT未恢复；③CRi：骨髓无白血病状态伴ANC和PLT均未恢复。国外学者发现，CR患者的预后明显好于CRp或CRi患者[@b3]--[@b9]。国内尚无相关报道。本研究中我们首次回顾性收集352例获得骨髓无白血病状态后持续化疗的连续病例，分析首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度对预后的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

回顾性收集2008年1月至2016年2月我所收治的非急性早幼粒细胞白血病（APL）初治成人AML连续病例中获得骨髓无白血病状态并持续接受化疗患者的临床资料。所有初诊患者根据细胞形态学、免疫学、遗传学、分子生物学（MICM）分型标准[@b10]确诊。

二、实验室检查

1．细胞遗传学分析：骨髓标本经G显带法分析染色体核型，根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN，1995）》进行核型描述。单体核型定义为在一个克隆内存在两个常染色体单体或一个常染色体单体伴有其他常染色体结构异常。参考美国西南肿瘤组（SWOG）标准[@b11]进行危险度预后分组。预后良好组为inv（16）/t（16;16）/del（16q）、伴或不伴其他突变的t（15;17）、不伴del（9q）或复杂核型的t（8;21）；正常核型、+8、+6，−Y，del（12p）归为预后中等组；预后不良组为复杂核型（≥3组）、−5/del（5q）、−7/del（7q）、abn3q、9q、11q、20q、21q、17p、t（6；9）、t（9；22）；其他核型为未知组。

2．免疫学分析：采用8色免疫标记法流式细胞术（FCM）检测骨髓细胞免疫表型。结合抗体采用CD34-FITC/CD13-PE/CD117-PerCP/CD33-APC/HLA-DR-APC-CY7/CD45-V500，CD38/CD7/CD56抗体用于初步诊断为AML的病例[@b12]。

3．分子生物学检测：分子生物学检测包括NPM1、FLT3-ITD基因突变、AML1-ETO、CBFβ-MYH11、PML-RARα、混合系白血病（MLL）相关融合基因和WT1 mRNA。参照本所常规方法[@b13]完成。WT1 mRNA水平采用实时荧光定量（RQ-PCR）检测，内参照基因选用ABL基因。WT1 mRNA水平按以下公式计算：WT1 mRNA水平（%）=（WT1拷贝数/ABL拷贝数）×100%，骨髓标本正常值：WT1 mRNA\<0.6%。

三、治疗

1．诱导治疗：方案包括IA10\[去甲氧柔红霉素（IDA）10 mg/m^2^第1\~3天联合阿糖胞苷（Ara-C）100 mg/m^2^第1\~7天\]、IA8（IDA 8 mg/m^2^第1\~3天联合Ara-C100 mg/m^2^第1\~7天）、HAA\[高三尖杉酯碱（HHT）2 mg/m^2^第1\~7天、阿克拉霉素（Acla）20 mg第1\~7天、Ara-C 100 mg/m^2^第1\~7天或柔红霉素（DNR）45 mg/m^2^第1\~3天\]、DA（DNR 40\~45 mg/m^2^第1\~3天联合Ara-C 100 mg/m^2^第1\~7天）、CAG±D（G-CSF 300 µg第1\~14天、Ara-C 20 mg每12 h 1次第1\~14天、Acla 20 mg第1\~4天±地西他滨20 mg/m^2^第1\~5天）、小剂量MA（米托蒽醌2 mg第1\~7天或4 mg第1\~5天联合Ara-C）及其他方案\[包括地西他滨（50 mg第1\~4天或20 mg/m^2^第1\~5天）联合米托蒽醌2 mg第7\~11天、阿扎胞苷等\]。获得部分缓解（PR）患者采用原方案再诱导，未缓解（NR）者换用其他方案。

2．获得骨髓无白血病状态后治疗：获得骨髓无白血病状态患者以原方案巩固化疗，给予3\~4个疗程高剂量Ara-C（2 g/m^2^，每12 h 1次，第1\~3天），之后接受DA、MA、HAA或AE（阿糖胞苷、依托泊甙）等方案化疗，巩固治疗至少6个疗程。在第1次骨髓无白血病状态期，部分患者根据个人意愿以及供者、经济和身体状况等因素，在巩固化疗≥2个疗程后进行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT），移植方案参见文献[@b14]--[@b15]。

四、评估指标

每次化疗结束后3\~4周进行骨髓形态学检查。疗效评估参见文献[@b3],[@b8],[@b16]。评估指标包括：

1．骨髓无白血病状态：根据2003年AML国际工作组[@b3]以及2010年欧洲白血病网（ELN）[@b8]推荐，骨髓无白血病状态定义为白血病的症状和体征消失，白细胞分类中无白血病细胞，骨髓中原始细胞≤0.050，无髓外白血病，以上状态持续4周以上，不要求骨髓增生级别恢复正常。根据ANC和PLT将骨髓无白血病状态分为①CR，定义为骨髓无白血病状态伴ANC和PLT均恢复：ANC≥1.0×10^9^/L，PLT≥100×10^9^/L；②CRp，定义为骨髓无白血病状态伴PLT\<100×10^9^/L；③CRi，定义为骨髓无白血病状态伴ANC\<1.0×10^9^/L，并且PLT\<100×10^9^/L。

2．微小残留病（MRD）：在患者首次获得骨髓无白血病状态时检测MRD。根据患者初诊时免疫表型确定白血病相关免疫表型（LAIP），采用FCM和（或）RQ-PCR评估WT1 mRNA水平作为MRD的监测指标。MRD阳性定义为FCM发现残留白血病细胞或WT1 mRNA≥0.6%。

3．复发和死亡：早期死亡：在疗效可以评估前死亡。无法评估：在疗效可以评估前失访。复发：获得骨髓无白血病状态患者外周血重现白血病细胞、骨髓中原始细胞\>0.050或出现髓外白血病浸润。无病生存（DFS）时间指获得骨髓无白血病状态患者从骨髓无白血病状态之日至复发或骨髓无白血病状态下死亡或随访截止的时间。总生存（OS）时间指所有患者从开始治疗至死亡或随访截止的时间。评估累计复发（CIR）率、DFS率和OS率。

五、随访

主要采用门诊随访及电话随访方式，随访截止日期为2016年3月31日。

六、统计学处理

连续变量通过受试者工作特性曲线（receiver operating characteristic curve，ROC）方法确定影响复发和生存的界值。样本组间比较采用Mann-Whitney非参数检验。影响CIR、DFS和OS的因素采用Kaplan-Meier生存分析法进行Log-rank检验，*P*\<0.2的因素代入COX回归模型进行多因素分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。CIR以R软件采用竞争风险模型分析，其余分析采用SPSS17.0软件。

结果 {#s2}
====

1．患者特征：共收集727例初治成人AML（非APL）患者资料，其中获得骨髓无白血病状态者593例（81.6%），持续接受化疗者352例（59.4%）。352例患者中，男179例（50.9%），中位年龄44（17\~65）岁。SWOG分组：低危87例（24.7%），中危171例（48.6%），高危46例（13.1%），未知48例（13.6%）。单体核型16例（4.5%），FLT3-ITD突变阳性41例（11.6%）。首次诱导化疗后获得骨髓无白血病状态者265例（75.3%），2个疗程内获得骨髓无白血病状态者332例（94.3%）。首次获得骨髓无白血病状态时，CR 299例（84.9%），CRp 26例（7.4%），CRi 27例（7.7%）。三组间年龄（*P*=0.034）、骨髓无白血病状态时骨髓增生级别（*P*=0.003）和骨髓无白血病状态时MRD水平（*P*\<0.001）差异有统计学意义，其中，CRi患者年龄显著高于CR患者（*P*=0.010），CRi患者骨髓增生级别显著低于CR患者（*P*=0.001），CRi患者MRD阴性比例显著低于CR或CRp患者（*P*值均\<0.001）。患者疾病特征和诊疗结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 患者一般临床特征比较

  指标                                    全部患者（352例）       CR（299例）             CRp（26例）             CRi（27例）             *P*值^a^
  --------------------------------------- ----------------------- ----------------------- ----------------------- ----------------------- ----------
  男性［例（%）］                         179（50.9）             148（49.5）             16（61.5）              15（55.6）              0.439
  年龄［岁，*M*（范围）］                 44（17～65）            44（17～65）            46（21～62）            51（28～64）            0.034
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］            13.2（0.8～379.2）      14.1（0.8～379.2）      7.0（1.2～150.0）       11.4（0.8～87.7）       0.232
  HGB［g/L，*M*（范围）］                 87（1～167）            87（1～167）            85（44～145）           76（9～115）            0.051
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］            42.0（2.9～838.0）      45.0（2.9～838.0）      31.0（10.0～336.0）     30.5（5.0～174.0）      0.378
  骨髓原始细胞［*M*（范围）］             0.600（0.020～0.960）   0.600（0.020～0.960）   0.635（0.320～0.910）   0.580（0.200～0.910）   0.701
  外周原始细胞［*M*（范围）］             0.50（0～0.98）         0.52（0～0.98）         0.45（0.02～0.92）      0.40（0～0.90）         0.390
  WT1水平［%，*M*（范围）］               21.2（0～246.3）        21.0（0～246.3）        24.6（0.2～140.8）      27.5（0～100.7）        0.629
  FAB分型［例（%）］                                                                                                                      0.436
   M~0~                                   5（1.4）                5（1.7）                0                       0                       
   M~1~                                   7（2.0）                7（2.3）                0                       0                       
   M~2~                                   230（65.3）             190（63.5）             18（69.2）              22（81.5）              
   M~4~                                   64（18.2）              55（18.4）              6（23.1）               3（11.1）               
   M~5~                                   36（10.2）              32（10.7）              2（7.7）                2（7.4）                
   M~6~                                   10（2.8）               10（3.3）               0                       0                       
  美国西南肿瘤组标准分组［例（%）］                                                                                                       0.684
   低危                                   87（24.7）              74（24.7）              9（34.6）               4（14.8）               
   中危                                   171（48.6）             144（48.2）             12（46.2）              15（55.6）              
   高危                                   46（13.1）              39（13.0）              2（7.7）                5（18.5）               
   未知                                   48（13.6）              42（14.0）              3（11.5）               3（11.1）               
  单体核型［例（%）］                     16（4.5）               13（4.3）               1（3.8）                2（7.4）                0.783
  FLT3-ITD突变阳性［例（%）］             41（11.6）              36（12.2）              3（12.0）               2（8.0）                0.809
  诱导化疗方案［例（%）］                                                                                                                 0.449
   IA10                                   184（52.3）             163（54.5）             12（46.2）              9（33.3）               
   IA8                                    51（14.5）              45（15.1）              3（11.5）               3（11.1）               
   HAA                                    39（11.1）              33（11.0）              3（11.5）               3（11.1）               
   DA                                     12（3.4）               7（2.3）                2（7.7）                3（11.1）               
   CAG                                    29（8.2）               23（7.7）               3（11.5）               3（11.1）               
   小剂量MA                               26（7.4）               20（6.7）               2（7.7）                4（14.8）               
   其他                                   11（3.1）               8（2.7）                1（3.8）                2（7.4）                
  骨髓无白血病状态时骨髓级别［例（%）］                                                                                                   0.003
   增生活跃                               280（79.5）             246（82.3）             19（73.1）              15（55.6）              
   增生低下                               72（20.5）              53（17.7）              7（26.9）               12（44.4）              
  骨髓无白血病状态时MRD［例（%）］                                                                                                        \<0.001
   阳性                                   140（44.2）             116（42.2）             5（25.0）               19（86.4）              
   阴性                                   177（55.8）             159（57.8）             15（75.0）              3（13.6）               

注：CR：骨髓无白血病状态伴中性粒细胞绝对计数（ANC）和PLT均恢复；CRp：骨髓无白血病状态伴PLT未恢复；CRi：骨髓无白血病状态伴ANC和PLT均未恢复。IA10：去甲氧柔红霉素（IDA）10 mg/m^2^联合阿糖胞苷（Ara-C）；IA8：IDA 8 mg/m^2^联合Ara-C；HAA：高三尖杉酯碱+阿克拉霉素（Acla）+Ara-C或柔红霉素；DA：柔红霉素联合Ara-C；CAG±D：G-CSF+Ara-C+Acla±地西他滨；小剂量MA：米托蒽醌2 mg第1\~7天或4 mg第1\~5天联合Ara-C；其他方案：包括地西他滨联合米托蒽醌、阿扎胞苷等。MRD：微小残留病。^a^为CR、CRp和CRi三组之间比较

2．复发和生存：352例持续化疗的患者中，135例（38.4%）复发，108例（30.7%）死亡，其中98例（90.7%）死于复发。244例（69.3%）存活患者中位随访16（2\~94）个月，30个月时CIR、DFS和OS率分别为47.5%、46.0%和58.6%。

3．预后影响因素：将复发或死亡作为终点，根据ROC曲线确定患者初诊时连续变量的界值如下：年龄为48岁，WBC、HGB、PLT分别为18.1×10^9^/L、99.0 g/L、18.0×10^9^/L，外周血和骨髓原始细胞比例分别为0.60和0.670，WT1 mRNA水平为16.0%。分析患者发病时特征和首次诱导治疗方案、首次诱导治疗后是否获得骨髓无白血病状态、首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度（CR、CRp或CRi）、骨髓无白血病状态时骨髓增生级别（活跃或低下）、骨髓无白血病状态时MRD水平对复发和生存的影响。单因素分析结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。CR、CRp和CRi三组患者30个月的CIR率分别为45.2%、50.4%和72.3%（*P*=0.105），DFS率分别为49.3%、38.2%和17.0%（*P*=0.001），OS率分别为61.1%、55.3%和34.0%（*P*=0.004）。其中，CR患者预后最佳（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。多因素分析结果确定，骨髓无白血病状态时血细胞恢复不良、SWOG分组危险度高和FLT3-ITD突变阳性是影响患者CIR、DFS和OS的共同不利因素。此外，确诊时外周血原始细胞比例高是影响患者DFS的不利因素；年龄大和确诊时骨髓原始细胞比例高是影响患者OS的不利因素（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 影响急性髓系白血病患者30个月累计复发（CIR）率、无病生存（DFS）率和总生存（OS）率的单因素分析

  影响因素                           例数   CIR     DFS       OS                      
  ---------------------------------- ------ ------- --------- ------ --------- ------ ---------
  年龄（岁）                                        0.012            0.003            0.002
   ≥48                               144    56.4              37.6             48.0   
   \<48                              208    41.1              52.7             66.8   
  骨髓原始细胞                                      0.044            0.019            0.014
   ≥0.670                            138    54.6              39.6             50.0   
   \<0.670                           214    43.6              50.6             65.0   
  外周原始细胞                                      0.007            0.002            0.014
   ≥0.60                             147    54.1              38.2             51.4   
   \<0.60                            203    43.5              51.7             63.8   
  WBC（×10^9^/L）                                   0.003            0.001            0.038
   ≥18.1                             154    56.3              36.2             50.6   
   \<18.1                            197    40.1              55.6             64.5   
  PLT（×10^9^/L）                                   0.069            0.023            0.112
   \<18.0                            52     58.8              33.9             42.8   
   ≥18.0                             299    45.9              48.2             60.6   
  WT1 mRNA水平                                      0.152            0.125            0.242
   ≥16%                              199    53.0              41.5             53.7   
   \<16%                             146    40.5              52.5             63.4   
  美国西南肿瘤组标准分组                            0.093            0.046            0.052
   高危                              48     73.9              19.1             31.0   
   中危                              46     48.6              48.8             61.5   
   低危                              171    39.5              51.3             66.5   
   未知                              87     50.4              45.7             57.2   
  单体核型                                          0.030            0.006            0.002
   是                                16     100.0             0                0      
   否                                336    46.5              47.5             60.2   
  FLT3-ITD突变                                      \<0.001          \<0.001          \<0.001
   阳性                              41     83.5              15.5             27.6   
   阴性                              305    44.1              48.9             62.1   
  诱导化疗方案                                      0.148            0.092            0.214
   IA10                              184    47.0              47.8             54.3   
   IA8                               51     60.7              39.5             52.5   
   HAA                               39     32.8              62.7             68.6   
   DA                                12     51.1              39.0             52.4   
   CAG                               29     60.9              39.2             73.6   
   小剂量MA                          26     91.5              7.0              19.5   
   其他                              11     55.0              51.2             62.0   
  首次诱导后是否获骨髓无白血病状态                  0.056            0.084            0.972
   否                                87     55.3              40.3             54.9   
   是                                265    45.7              47.5             58.4   
  骨髓无白血病状态时血细胞计数                      0.105            0.001            0.004
   CRi                               27     72.3              17.0             34.0   
   CRp                               26     50.4              38.2             55.3   
   CR                                299    45.2              49.3             61.1   
  骨髓无白血病状态时骨髓增生级别                    0.102            0.051            0.048
   低下                              72     56.6              37.8             50.7   
   活跃                              280    45.9              47.8             60.5   
  骨髓无白血病状态时MRD                             0.004            0.002            0.031
   阳性                              140    59.3              35.1             50.5   
   阴性                              177    41.7              50.4             61.0   

注：IA10：去甲氧柔红霉素（IDA）10 mg/m^2^联合阿糖胞苷（Ara-C）；IA8：IDA 8 mg/m^2^联合Ara-C；HAA：高三尖杉酯碱+阿克拉霉素（Acla）+Ara-C或柔红霉素；DA方案：柔红霉素联合Ara-C；CAG±D：G-CSF+Ara-C+Acla±地西他滨；小剂量MA：米托蒽醌2 mg第1\~7天或4 mg第1\~5天联合Ara-C；其他方案：包括地西他滨联合米托蒽醌、阿扎胞苷等。CR：骨髓无白血病状态伴中性粒细胞绝对计数（ANC）和PLT均恢复；CRp：骨髓无白血病状态伴PLT未恢复；CRi：骨髓无白血病状态伴ANC和PLT均未恢复。MRD：微小残留病

###### 影响急性髓系白血病患者累计复发（CIR）、无病生存（DFS）和总生存（OS）的多因素分析结果

  因素                               CIR   DFS        OS                                                    
  ---------------------------------- ----- ---------- --------- ----- ---------- --------- ----- ---------- ---------
  年龄≥48岁                                                                                1.7   1.1\~2.6   0.010
  外周原始细胞≥0.60                                             1.5   1.1\~2.1   0.018                      
  骨髓原始细胞≥0.670                                                                       1.6   1.0\~2.4   0.030
  美国西南肿瘤组标准分组             1.2   1.0\~1.5   0.038     1.3   1.1\~1.5   0.011     1.5   1.2\~1.8   0.001
  FLT3-ITD突变阳性                   3.4   2.2\~5.3   \<0.001   2.7   1.7\~4.1   \<0.001   3.1   1.9\~5.1   \<0.001
  骨髓无白血病状态时血细胞恢复不良   1.4   1.0\~1.9   0.037     1.5   1.1\~2.0   0.003     1.5   1.1\~2.0   0.017

![首次获得骨髓无白血病状态时不同血细胞恢复程度\[完全缓解（CR）、PLT未恢复（CRp）、ANC和PLT均未恢复（CRi）\]患者的累计复发（A）、无病生存（B）和总生存（C）比较](cjh-38-03-185-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

我们在国内首次报道了初治成人AML（非APL）患者首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度是独立于年龄、诊断时血液学或分子遗传学特征和治疗因素之外,影响CIR、DFS和OS的重要因素。其中，CR患者复发率最低、生存期最长，CRi患者预后最差。

CRp的概念最早在2001年复发AML患者的CD33靶向治疗研究中提出[@b2]。2003年，Cheson等[@b3]首次将骨髓无白血病状态患者分为CR、CRp、CRi。随后，美国Larson等[@b4]对277例接受GO单药治疗的CD33阳性成人复发AML患者进行了研究，中位年龄61岁，35例患者获得CR，36例获得CRp，获得骨髓无白血病状态后不接受任何治疗的患者中，CRp患者复发率显著高于CR患者。同年，荷兰的一项多中心前瞻性研究[@b5]分析了1 250例中位年龄为43.9岁的初治成人AML患者的治疗结果，在以DA为诱导方案化疗后第17\~21天进行评估，发现骨髓无白血病状态伴血细胞完全恢复的患者有更长的OS和更低的复发风险。2010年，Walter等[@b7]回顾分析M.D. Anderson肿瘤中心的2 228例初治AML患者，中位年龄61岁，得到了相似的结果，并且发现CRp与−5、−7和复杂核型等不良的细胞学危险度分层相关。2015年，Chen等[@b9]分析了245例最终获得骨髓无白血病状态的成人AML患者，中位年龄54岁，CR的患者骨髓无白血病状态时MRD水平显著低于CRp或CRi患者。我们在研究中也有同样发现：骨髓无白血病状态时CR患者中MRD阴性比例显著高于CRi患者，且其预后较CRp或CRi患者更为理想。提示首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度应作为一个独立影响预后的因素，对于骨髓形态学缓解而血细胞计数未完全恢复的患者，需考虑更积极的治疗。而我们的研究结果并未显示骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度与细胞遗传学的关系，可能与本组患者较为年轻，而高危遗传学特征更多见于老年患者[@b3],[@b17]有关。

我们的研究显示，骨髓无白血病状态时骨髓增生级别不同血细胞恢复程度也有差异。2003年AML国际工作组[@b3]以及2010年ELN[@b8]推荐中对CR（本文中指骨髓无白血病状态）的定义提及无需骨髓增生级别恢复正常。2005年de Greef等[@b5]将CR时骨髓增生级别分为低、中、高三个级别，发现不同的骨髓增生级别并不影响OS。所以，我们也未将骨髓增生级别作为评估骨髓无白血病状态的必要指标。本研究发现，尽管骨髓无白血病状态时骨髓增生级别越低，血细胞越不易恢复，而且单因素分析显示骨髓增生级别影响OS，但多因素分析确认了de Greef等的观点：骨髓无白血病状态时骨髓增生级别不是影响预后的因素，而同期的外周血细胞计数更有预后价值。

年龄大、SWOG危险度为高危、FLT3-ITD突变阳性和确诊时原始细胞比例高等已被证实与不良预后相关[@b8]--[@b9],[@b11],[@b17]，本研究得到了相似的结论。研究显示，单体核型被认为是预后最差的人群，多见于老年AML[@b18]--[@b19]。本研究单因素分析中单体核型与CIR、DFS和OS均相关，但多因素分析未被确认为独立影响因素，考虑与本研究患者年龄较轻、单核核型患者例数较少有关。

本研究的缺陷包括：为回顾性研究，诱导和巩固化疗方案不完全统一，患者选择化疗而非移植是非随机的，常因经济问题、身体状况差、缓解后短时间内复发而失去移植机会。但此研究的结果与国外前瞻性、包括化疗和移植在内所有AML患者的研究有很多相似之处。

总之，对于持续化疗的成人AML患者，首次获得骨髓无白血病状态时血细胞恢复程度是除了诊断时血液学或分子遗传学特征和治疗因素之外，影响预后的独立因素。提示，对于获得骨髓无白血病状态而ANC和PLT低下患者，应视之为高危人群，建议采用移植或临床试验等积极干预措施。
